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·论著·
LC3 基因沉默对小鼠肝癌细胞 Heap1-6
凋亡影响的研究
任冰霜1，2 雷艳1 孔旭辉1，2 王水良1 路君1 黄梁浒1
【摘要】 目的 建立小鼠 LC3 基因沉默的 Heap1-6 稳定表达细胞系，探讨其对衣霉素诱
导的肝癌细胞凋亡的影响。方法 设计并合成一段针对小鼠 LC3 基因的 shRNA 及不针对任何
基因的 shRNA 作为阴性对照，将它们退火后连接构建重组载体，转化扩增及酶切鉴定之后将重
组质粒与病毒包装、包膜质粒共同转染 293T，收集病毒上清转染 Heap1-6 细胞，嘌呤霉素筛选
10 d，获得稳定的细胞株。以导入 LC3 基因 shRNA 的 Heap1-6 为实验组（Heap1-6 shLC3），以导
入 shcoo2 的 Heap1-6 为对照组（Heap1-6 shctrl）。衣霉素处理实验组和对照组的细胞，Western 
Blot 检测 LC3 Ⅱ、c-Caspase3、Caspase9 蛋白的表达，流式细胞术检测细胞凋亡。Western Blot 
条带灰度值之间两组比较采用独立样本的 t 检验。结果 成功构建了 pLKO.1-shLC3 重组慢病
毒载体，与野生型的 Heap1-6 相比，LC3 基因沉默之后，LC3 Ⅱ蛋白表达水平降低了 62.9﹪
（P < 0.01）；野生型的 Heap1-6 和 LC3 基因沉默之后的 Heap1-6 shLC3 都经 Tm 处理 12 h 之后，
后者 LC3 Ⅱ蛋白表达水平降低了 58.6﹪（P < 0.01）。与对照组 Heap1-6 shctrl 相比，衣霉素作
用 12 h 后实验组 Heap1-6 shLC3 c-Caspase3 增加了 37.7﹪（P = 0.007），Caspase9 增加了 37.1﹪
（P = 0.023））；衣霉素作用 24 h 后 shLC3 组 c-Caspase3 增加了 12.6﹪（P = 0.04）， Caspase9 增
加了 14.3﹪（P = 0.043）。药物干预 12 h 和 24 h 后，Heap1-6 shLC3 组比对照组 Heap1-6 shcoo2
凋亡比例分别增加 22.8﹪ 和 18.6﹪。结论 成功建立小鼠 LC3 基因沉默的 Heap1-6 稳定表达
细胞系，LC3 基因沉默促进衣霉素诱导的小鼠肝癌细胞 Heap1-6 的凋亡。
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【Abstract】 Objective To establish a stable hepatocellular carcinoma Heap1-6 cell 
line expressing shRNA against mouse LC3 and to study apoptosis of Heap1-6 cells treated with 
tunicamycin. Methods shRNA targeting LC3 gene and negative shRNA were designed and 
synthesized. pLKO.1-TRC-shRNA LC3 vector and negative vector were constructed. After 
amplification and identification, the recombinant lentivirus vectors were transfected into 293T cells 
with packaging and envelope plasmids. The supernatant of 293T cells transfected with recombinant 
vector was collected, and Heap1-6 cells were transfected with plasmids, and treated with puromycin 
for ten days to acquire a cell line with stable expression of shRNA against mouse LC3. Western 
blot analysis was used to detect the expression level of LC3Ⅱ, cleaved-caspase3, and caspase9 
protein respectively. Apoptotic cells were measured by flow cytometry. Results We successfully 
constructed pLKO.1-shLC3 lentivirus vector. Before treated by tunicamycin, the level of LC3 Ⅱ 
in the Heap1-6 shLC3 cells was decreased by 62.9﹪ compared with that in the WT Heap1-6 cells
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（P = 0.0001）. After being treated by tunicamycin for 12 h, the level of LC3 Ⅱ in Heap1-6 shLC3 
cells was decreased by 58.6﹪ compared with that in the WT Heap1-6 cells P = 0.0003）. Compared 
with the control group（Heap1-6 cells transfected with negative shRNA vector）, the level of 
cleaved-caspase3 and caspase9 in the shLC3 group was increased by 37.7﹪ and 37.1﹪ respectively 
under tunicamycin for 12 h（P = 0.007, 0.023）. And the level of the same two proteins in the shRNA 
group was elevated by 12.6﹪ and 14.3﹪ compared with those of Heap1-6 shctrl cells respectively
（P = 0.040, 0.043）. The ratio of apoptotic cells of the experiment group was increased by 22.8﹪
and 18.6﹪compared with that of the control treated with tunicamycin for 12 h and 24 h, respectively. 
Conclusion LC3 knockdown could promote apoptosis of mouse hepatocellular carcinoma Heap1-6 
cell line induced by tunicamycin.
【Key words】 Genes; shRNA; Liver neoplasms;  Apoptosis
自噬是真核生物体内一种高度保守的动态过
程，能应对各种应激反应，例如：低氧、营养物质缺
乏等发生时，自噬降解细胞内的蛋白质或者受损细
胞器，并且循环利用降解产物 [1-2]。然而，自噬在肿
瘤发生发展的不同阶段发挥的作用不尽相同，研究
表明，肝癌的发生、发展和侵袭转移都与自噬密切相
关 [3-5]。但是，自噬与肝癌细胞凋亡的关系尚不清楚。
因此本研究拟构建慢病毒载体沉默自噬过程中的关
键基因 LC3（微管相关蛋白 1 轻链 3），抑制自噬体的
形成，研究抑制自噬将对肝癌细胞凋亡产生的影响，
为肝癌的治疗及药物开发提供新的视角。
材料与方法
一、主要材料与试剂
人胚肾上皮细胞系 293T 和小鼠肝癌细胞系
Heap1-6（中国科学院上海细库）；DMEM/F12 培养
基、DMEM 高糖培养基、0.25﹪ 胰酶 -EDTA、胎牛
血清（美国 Hyclone 公司）；嘌呤霉素和 pLKO.1 TRC
克隆载体（美国 Sigma 公司）；限制性内切酶 AgeⅠ、
EcoRⅠ（美国 NEB 公司）；酶切鉴定所用限制性内
切酶 EcoRⅠ、NcoⅠ（加拿大 Fermentas 公司）；T4 
DNA 连接酶（日本 TaKaRa 公司）；快速胶回收试
剂盒、质粒中抽试剂盒（德国 QIAGEN 公司）；质粒
DNA 小量提取试剂盒（日本 Bio Flux 公司）；衣霉素 
（tunicamycin，美国 Enzo Life Sciences 公司）；BCA
蛋白定量试剂盒、100× 磷酸酶抑制剂和 100× 蛋
白酶抑制剂（美国 Pierce 公司）；β-actin 抗体（美国
Sigma 公司），cleaved-Caspase3 抗体、Caspase9 抗体
及 LC3 抗体（美国 CST 公司）；辣根过氧化物酶标
记的山羊抗鼠和山羊抗兔二抗（美国 Thermo 公司）；
ECL 蛋白显色液（美国 Advansta 公司）。
二、实验方法
1. 慢病毒载体的构建：设计并合成一段针对
LC3 的 shRNA 序列 5'-CCGGCCTGA CCATGTCA
ACATGAGTCTCGAGACTCATGTTGACATGGT
CAGGTTTTTG-3'，溶解稀释成 20 μmol/L，95℃退
火 4 min 备用。将 pLKO.1-TRC 质粒扩增后抽提质
粒，应用限制性内切酶 AgeⅠ、EcoRⅠ双酶切载体，
产物进行 DNA 电泳并胶回收（回收 7 kb 条带）。回
收 DNA 片段与已退火的 shRNA 在 T4 DNA 连接
酶的作用下形成重组质粒。然后将重组质粒导入感
受态大肠杆菌，18 ~ 24 h 后挑取至少 5 个克隆作增
菌培养，抽提质粒并进行 EcoRⅠ、NcoⅠ双酶切鉴
定。将鉴定正确的克隆进一步扩增培养，应用无内
毒素、RNA 酶和 DNA 酶的质粒中量抽提试剂盒抽
提 pLKO.1-shLC3 质粒备用。不针对任何基因的阴
性对照质粒 shcoo2 按照同样的方法进行操作。
2. 细胞培养及转染：293T 细胞在 DF12 培养基
中生长密度达到 40﹪~ 60﹪时，将 10 μg 重组质粒、
2.5 μg 包装质粒 pDM2G、7.5 μg 包膜质粒 psPAX2
及 62.5 μg PEI 同时加入到新鲜的 DF12 培养基中静
置于 37 ℃、5﹪ CO2 培养箱，次日换液加 5 ml DF12
完全培养基，48 h、72 h 分别收集病毒上清，0.4 μm
滤器过滤后于 -80 ℃冰箱储存。
3. Heap1-6 shLC3 稳定细胞株的建立：将肝癌
细胞 Heap1-6 培养于含 10﹪ 胎牛血清的 DMEM
高糖培养基中，待增殖至 50﹪~ 60﹪ 时加入 8 ml 
DMEM 高糖培养基、80 μl polybrene、800 μl 病毒上
清，18 h 后弃培养液，新鲜完全培养基中加入嘌呤
霉素（终浓度为 1 mg/L），连续用含有嘌呤霉素的
培养基筛选 10 d，建立稳定传代的细胞系 Heap1-6 
shLC3（实验组）和 Heap1-6 shctrl（对照组）。
4. Western Blot 检测基因沉默后 LC3 的表达变
化：将上述已筛选成功的 Heap1-6 shLC3 稳定细胞
株和Heap1-6细胞株分别接种于含10﹪胎牛血清的
DMEM 高糖培养基中，贴壁之后用 0.8 μg/ml 的衣
霉素处理 12 h，不加药处理的做对照。待细胞生长
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到合适的密度时，用胰酶消化收集细胞。100 μl 裂
解液冰上裂解 20 min，4℃ 12 000×g 离心 25 min，
取上清作为蛋白样品，用 BCA 定量试剂盒对蛋白
样品进行定量。取 25 μg 蛋白高温变性之后，进行
SDS-PAGE 并转至 PVDF 膜，4﹪BSA 封闭 1 h，一
抗 4 ℃孵育过夜。次日 1×TBST 洗涤 3 次，二抗孵
育 1 h，1×TBST 和 1×PBS 各洗膜 3 次，加入 ECL
发光液暗室曝光成像，应用 Bio Rad 公司的 Quantity 
One 软件测得各条带的灰度值（3 次结果测得平均
值），用上样对照 β-actin 进行校正并分析实验结果。
5. Western Blot 检测 LC3 及凋亡相关蛋白的
表达：将鉴定结果正确的实验组 Heap1-6 shLC3
稳定细胞株和对照组 Heap1-6 shctrl 分别接种于
DMEM 高糖培养基中，加入 0.8 μg/ml 衣霉素作用
0、12、24 h，分别收集细胞制备蛋白样本，然后进行
Western Blot，其中一抗分别为和细胞凋亡密切相
关的 cleaved-Caspase3 抗体和 Caspase9 抗体，其余
方法同上。
6. 流式细胞术检测细胞凋亡：按上述方法，
将实验组 Heap1-6 shLC3 细胞和对照组 Heap1-6 
shcoo2 细胞应用衣霉素处理不同时间后，胰酶消化
收集细胞，预冷 PBS 洗涤 2 次，再加 300 μl PBS 将
细胞重悬并轻柔吹散，加入 PI（终浓度为 50 μg/ml），
避光染色 5 min，流式细胞仪上机检测并分析实验
结果。
三、统计学分析方法
用 SPSS17.0 软件进行统计分析，Western Blot 
条带灰度值以 x ± s 表示，两组比较采用 t 检验，以
P < 0.05 为差异有统计学意义。
结  果
一、pLKO.1-TRC 质粒双酶切及重组质粒鉴定
结果
AgeⅠ、EcoRⅠ双酶切 pLKO.1-TRC 载体，并
经 1.5﹪ 琼脂糖 DNA 电泳后可见分子量大小为
7 kb 和 1.9 kb 两条线状双链 DNA 分子（图 1a）。胶
回收 7 kb 条带与已退火的目的片段重组之后的连
接产物用 EcoRⅠ、NcoⅠ进行双酶切鉴定，可见分
子量大小为 5 kb 和 2 kb 两条线状双链 DNA 分子
（图 1b），实验中挑取的 6 个重组载体都成功克隆了
pLKO.1-shLC3 载体。
2. 稳定转染 LC3 shRNA 细胞株的鉴定
在细胞自噬过程中 LC3 蛋白被激活，LC3 前
体裂解成 LC3 Ⅰ进而结合 PE（磷脂酰乙醇胺）形
成 LC3 Ⅱ，因此 LC3 Ⅱ的高低能准确反映细胞自噬
水平的高低。为了鉴定 LC3 shRNA 是否成功克隆
到 Heap1-6 细胞基因组当中，应用 Western Blot 从
蛋白水平检测 LC3 shRNA 对 LC3 表达的影响。结
果显示，未进行衣霉素处理前，基因沉默后 Heap1-6
细胞的 LC3Ⅱ/β-actin 蛋白表达量比值为 0.060±
0.001，与未经基因沉默的 Heap1-6（0.162±0.006）
相比，下降了 62.9﹪（P = 0.0001，图 2，表 1）。衣
霉素作用 12 h 后，LC3 基因沉默后 Heap1-6 细胞与
未经基因沉默的相比，其 LC3Ⅱ/β-actin 比值下降了
58.6﹪（0.125±0.010 和 0.301±0.003，P = 0.0003，
图 2，表 1），表明不管衣霉素刺激与否，LC3 基因的
shRNA 序列实现基因沉默的目的，完全符合实验
要求。
三、LC3 shRNA 对 Heap1-6 细胞基因沉默后凋
? ?  Heap1-6 细胞 LC3 基因沉默后 LC3Ⅱ/β-actin 结果
分组 例数 LC3 Ⅱ /β-actin 比值 t 值 P 值
未处理组 空白对照 3 0.162±0.006 29.044 < 0.01
shLC3 3 0.060±0.001
Tm 处理组 Tm 处理 3 0.301±0.003 29.199 <0.01
shLC3+Tm 处理 3 0.125±0.010
注：a 图为 pLKO.1-TRC 载体双酶切  b 图为重组质粒双酶切鉴定。M 为
DNA marker；1 为 pLKO.1-TRC vector；2-7 为 recombinant vectors
? ????空载体双酶切及重组质粒鉴定结果
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亡相关蛋白的影响
应用 Western Blot 检测 Heap1-6 细胞凋亡相关
蛋白 cleaved-Caspase3（c-Caspase3）和 Caspase9 的
表达改变，结果发现：与对照组（Heap1-6 shctrl）
细胞相比，衣霉素作用 12 h 后实验组（Heap1-6 
shLC3）细胞的 c-Caspase3增加了 37.7﹪（P = 0.007，
t = 5.027，F = 0.030），Caspase9 增加了 37.1﹪（P = 
0.023，t = 3.589，F = 0.002）；衣霉素作用 24 h 后，
与对照组相比，实验组 c-Caspase3 增加了 12.6﹪
（P = 0.040，t = 2.990，F = 0.209），Caspase9 增加了
14.3﹪（P = 0.043，t = 1.766，F = 0.263）（表 2）。
四、流式细胞术检测 LC3 shRNA 对 Heap1-6
细胞凋亡的影响
与未进行药物干预的对照组细胞相比，经 0.8 
μg/ml 衣霉素刺激后，实验组细胞凋亡数量增加，且
随着作用时间延长，凋亡细胞逐渐增多（图 4a）。衣
霉素作用 12 h 和 24 h 后，实验组细胞比对照组细胞
凋亡比例分别增高 22.8﹪和 18.6﹪（图 4b）。
? ?   LC3 shRNA 对 LC3 表达的影响
注：a 图为 shctrl 0 h 流式图， b 图为 shctrl 12 h 流式图，c 图为 shLC3 12 h 流式图，d 图为 shctrl 24 h 流式图，e 图为 shLC3 24 h 流式图，f 图
? ???LC3 shRNA 对 Heap1-6 细胞凋亡的影响
??   LC3 基因沉默对 Heap1-6 细胞凋亡相关蛋白的表达改变
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? ???基因沉默后 Heap1-6 细胞经衣霉素作用不同时间 c-Caspase3 /β-actin 与 Caspase9 /β-actin 结果
分组 例数
c-Caspase3/β-actin Caspase9/β-actin
0 h 12 h 24 h 0 h 12 h 24 h
对照组 3 0.581±0.068 0.632±0.079 1.187±0.048 0.447±0.041 0.491±0.050 0.753±0.050
实验组 3 0.721±0.081 1.015±0.074 1.358±0.066 0.466±0.039 0.673±0.051 0.860±0.070
P 值 0.134 0.007 0.040 0.646 0.023 0.043
t 值 1.874 5.027 2.990 0.496 3.589 1.766
讨  论
肝细胞癌是全球第 6 大最常见的恶性肿瘤，在
世界范围内居癌症死亡原因的第 3 位 [6]。由于肝
癌的隐匿性、手术低切除率和高复发率 [7-9]，尽管有
很多分子标志与组织学特点有助于肝癌的早期诊
断，然而许多促进肝癌发展演进的标志尚不十分清
楚，因此更多与肝癌相关的分子机制及生物标志的
发现对于预测肝癌患者的生存和预后十分重要 [10]。
LC3Ⅰ在泛素样酶 Atg7 和 Atg3 的催化下，与
自噬泡膜表面的磷脂酰乙醇胺结合形成 LC3Ⅱ，这
一过程对于自噬小体的形成起着关键的作用，可以
作为自噬体的标志蛋白反映细胞自噬水平的高低。
LC3 的高表达与肝癌的转移呈正相关 [11]，肝癌原位
组织中 LC3 表达显著低于肝转移癌中的 LC3[12]。
近年来多项研究发现自噬在肿瘤的发生发展中有双
向调节作用 [13-15]。本研究旨在弄清，LC3这一关键的
自噬相关蛋白究竟对肝癌细胞的凋亡有何影响。因
此采用 RNA 干扰技术从基因水平抑制自噬这一过
程来观察其对细胞凋亡的作用。
RNA 干扰（RNAi）是有效沉默或抑制目标基
因表达的过程，短发卡 RNA 在进入细胞后被 Dicer
（核糖核酸酶Ⅲ家族成员之一）剪切为 21 个核苷
酸的 siRNA 或 miRNA 而发挥干扰效应，通过诱导
靶 mRNA 的降解实现对基因的抑制或者沉默 [16-17]。
本实验中，Western Blot 结果表明，shRNA 技术成功
抑制了 LC3 的表达（图 2a，b）。利用 pLKO.1-TRC
慢病毒载体把 LC3 shRNA 导入 Heap1-6 细胞，载体
中的 U6 启动子确保 shRNA 总是能表达并传递到
子代细胞中去，从而使LC3基因沉默可被稳定遗传，
载体上的氨苄青霉素抗性基因利于质粒的筛选。
衣霉素是内质网应激经典的诱导剂，当作用时
间较长引起长时间的内质网应激时会导致细胞凋
亡，而内质网应激也可以介导自噬的发生 [18-19]。由
于自噬与细胞凋亡的关系尚存在争议，因此本实验
希望通过构建针对自噬的关键蛋白 LC3 的慢病毒
载体，阻断自噬，研究自噬对于肝癌细胞 Heap1-6 的
影响。实验结果发现，与未处理的 Heap1-6 细胞
相比，0.8 μg/ml 的 Tm 处理 12 h 使 LC3 Ⅱ水平上
升了 46.1﹪（P < 0.001，图 2a，b）表明 Tm 能促
进 Heap1-6 细胞发生自噬。LC3 基因沉默之后，
Western Blot 结果显示自噬激活标志 LC3 Ⅱ表达显
著降低（图 2a，b），而且在 Tm 作用下，c-Caspase3 和 
Caspase9 表达均增高，流式分析也显示在 Tm 作用
相同时间时，LC3 基因沉默组比未处理组的细胞凋
亡更多，这与 Peng 等 [20] 人的研究结果一致，表明通
过抑制 LC3 来阻断自噬体的形成可以对肝癌细胞
起到抑制作用。
本研究通过构建慢病毒载体使肝癌细胞中自
噬相关蛋白 LC3 基因沉默，显著增加了衣霉素诱
导的肝癌细胞 Heap1-6 凋亡，从而为肝癌的治疗及
药物开发提供新的靶点。
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